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BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白
Bcl-2 B-cell lymphoma-2 B淋巴细胞瘤-2基因
cDNA Complementary DNA 互补 DNA
DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲亚砜
DTT DL-Dithiothreitol 二硫苏糖醇
EB Ethidium bromide 溴化乙锭
ECL Enhanced chemiluminescence 增强型化学发光试剂
EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 乙二胺四乙酸
EEA1




EGFR epidermal growth factor receptor 表皮生长因子受体
ESCRT








GAPs GTPase activating proteins GTP酶激活蛋白
GDI GDP dissociation inhibitor GDP分离抑制剂





GST Glutathione S-transferase 谷胱甘肽巯基转移酶
GTP guanosinetriphosphate 鸟嘌呤-5'-三磷酸
HGF hepatocyte growth factor 肝细胞生长因子










LBPA Lysobiphosphatic acid 晚期内体标记物
MMP Matrix metallopeptidase 基质金属蛋白酶
MTOC Microtubule Organizing Centers 微管组织中心
NCBI




PAGE Polyacylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应
PFA polyoxymethylene 多聚甲醛
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 磷脂酰肌醇 3-激酶
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟
Rab Ras-like proteins in brain 脑中 Ras类似蛋白
RalGDS Ral GDP dissociation stimulator Ral GDP分离抑制剂
RBD Ras/Rap Binding Domain Ras/Rap结合功能域
REM Ras Exchange Motif Ras交换功能域
REP Rab Escort protein Rab护送蛋白
RILP Rab7-interacting lysosomal protein
与 Rab7相互作用的溶酶
体蛋白
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠
SNARE
Soluble N-ethylmaleimide-sentive
factor attchment protein receptors
可溶性 NSF 附着蛋白受
体（SNAP受体）
























RILP与 RalGDS的 REM和 GEF共定位，而不与 RalGDS 的 RBD功能域共定
位。RILP在细胞中募集 RalGDS定位在晚期内体和溶酶体上，而不在高尔基体
和早期内体。Rab7不会募集 RalGDS，RILP 的 NT和 CT都会募集 RalGDS。
GST-pulldown实验也进一步验证了 RILP可以与 RalGDS相互作用，并且跟 REM
和 CDC25结构域作用，而不是 RBD结构域作用。
本文研究证明了 RILP 与 RalGDS 的相互作用机制，阐明了影响 RILP 与
RalGDS相互作用的特定功能域，确定了 RILP募集 RalGDS在细胞中的精细的







Ras protein superfamily,which is widely present in eukaryotes,play an important
role in membrane trafficking.RalGDS is a downstream effector proteins of Ras, and
also promote Ral GDP into GTP form.RILP(Rab7 interacting lysosome
protein),which is involved in vesicle transport regulated by Rab7, is an downstream
effector protein of Rab7,.It is interested and worthy to study the mechanisms,which
RalGDS play an independent role in regulating cellular activity.
In this paper,we construct a eukaryotic expression plasmid myc-RalGDS by PCR
at first.Then we understand mechanisms for interactions between RalGDS and RILP
by the immuno-fluorescence microscopy experiments immunofluorescence and
GST-pulldown essays.
In our primary immuno-fluorescence microscopy experiments,we found that
RalGDS mainly dispersed in the cytoplasm, but hardly dispersed in the cell nucleus.
RILP obviously could recruit exogenous and endogenous RalGDS in
Hela,MCF7,MDA-MB-231 and NRK cells.RILP recruit RalGDS on late endosome
and lysosome,not on golgi apparatus and early endosome.In order to understand the
particular interaction between RILP and RalGDS, we construct three plasmid
myc-RalGDS REM/CDC25/RBD.we found RILP can recruit RalGDS REM and
CDC25,but cannot recruit RalGDS RBD.RILP N-terminal and C-termial can recruit
RalGDS.However,Rab7 cannot recruit RalGDS,although RILP is an important effect
protein of Rab7.In our GST-pulldown essays,we also found RILP can interact with
RalGDS by REM and CDC25 domain.
In a word,our results indicate that RILP can recruit RalGDS on lysosome in
different cells through RalGDS REM and CDC25.Rab7 did not take part in process
when RILP recruit RalGDS.The conclusions make us understand new roles of RILP
and RalGDS in cell,and provide new theoretical basis to regulation mechanism of













量较小的小 G 蛋白 (small GTPase)；一类是分子量较大的异三聚体 G 蛋白
(heterotrimetric G-protein)。小分子 GTP酶具有保守的 GTP结合结构域，是一类
分子量为 20～40kD的单体 GTP结合蛋白，广泛存在于真核生物中。异三聚体 G
蛋白由α/β/γ三个亚基构成的蛋白质复合物，目前已经发现了约 21种α亚基、6种













成员之间有较高的序列一致性，高达 50%；Rab和 Rho家族与 Ras家族成员之
间同源性较低，具有 30%的同源性[2-4]。























形成以及细胞间的相互作用[9-10]；Rab（Ras-like proteins in brain）亚家族主要调
节细胞内囊泡运输，控制囊泡在细胞器之间的出芽，运输，锚定和融合[11]；Ran




Fig1-2 The GTPase cycle
1.1.3 Rab 蛋白家族的研究背景
Rab蛋白是 Ras超家族蛋白中最大的成员，在 Ras超家族蛋白中现在已经有
超过 70种的 Rab蛋白或 Rab类似蛋白被鉴定[16]。1987年首次发现酵母细胞中的
蛋白 Ypt1和 Sec4与哺乳细胞的 Rab蛋白在进化上具有保守序列，调节细胞膜运
输[17-19]。Rab蛋白比较小，分子量大概 20-25KD，Rab蛋白作为分子开关，通过




目前发现的 70 多种 Rab 蛋白中，经过序列比对分析，相似性一般为
35%-80%，有的 Rab蛋白相似性大于 75%，结构高度相似，则可同一个 Rab蛋
白的亚型，但功能有些不同。Rab蛋白是 Ras超家族蛋白的一个亚家族成员，所
以在结构上与 Ras蛋白有一些相似之处，Rab蛋白都具有结合 GTP和水解 GTP
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的功能结构域，也具有高度保守的 G 结构域，分为分子开关 I （the switch I
domain）和分子开关 II（the switch II domain）[24]。G结构域包含 5个α螺旋(α1-5)、
6个β片层(β1-6)和 5个多肽环(G1-5)。这 6个片层结构形成疏水的核心，被亲水
的α螺旋（α1-5）包围，连接它们的则是 5个不规则卷曲，其中含有 PM/G位点
（磷酸/Mg2+和 GTP结合位点）。各个 Rab蛋白都具有 RabF（Rab family region）
结构域，共有 5个（RabF 1-5），这些结构域在 Rab蛋白中保守存在[23]，可以区
分其他 Ras超家族蛋白。RabF另外在 Rab 亚蛋白之间也非常保守的序列区域





Figure 1-3：the Rab3a-GTP 3D structure
注：摘自 Pereira-Leal等，2000[21]
1.1.3.2 Rab 蛋白的细胞内调控机制
Rab蛋白作为 Ras家族的一员，同样具有 GTP酶的性质，即结合 GTP和水
解 GTP结合 GDP的方式，是 Rab蛋白在活化和非活化形式之间循环转变，实现
对细胞的调控。Rab 蛋白从 GDP 形式转变成 GTP 形式是通过 GEF(guanine
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nucleotide exchange factor)作用实现，形成活化状态的 RabGTP形式之后，就与下
游的效应因子相互作用，使得下游效应因子的构象功能发生变化，从而影响细胞
内信号通路或者囊泡转运的过程[26]，控制细胞内的生命活动。Rab蛋白从 GTP
形式变成 GDP形式是被 GAPs（GTPase activating proteins）所催化 GTP酶把 GTP
水解成 GDP，使得 Rab蛋白失活[27]。然后 RabGDP与 REP结合，并护送 Rab
给 RGTase(Rab geranylgeranyl transferase)，使 Rab蛋白的羧基端的半胱氨酸被修
饰，让羧基端具有疏水性，能与膜结合并定位[28]。在膜上被 GEF转变为活化的
GTP形式，实现相应的细胞功能，然后 GAP又水解 GTP变成 GDP，使得 Rab
变为失活的 GDP形式，脱离膜进入细胞质中与 GDI(GDP dissociation inhibitor）
结合，又讲起转移到相应的膜上，从而完成膜泡转运，实现细胞内信息的传递。
（图 1-4）
图 1-4 Rab的 GTP/GDP循环和调控机制
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